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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effects of adding polyunstarutated fatty acids
(PUFA) as Sacha Inchi oil in semen extender in sperm survivability post-thaw and the
effect equilibrium time pre-thaw in ovine sperm survivability. 4 Asblacks rams in
reproductive age were used as sperm donors, in a 2 weekly collections regime for 5 weeks.
All ejaculates were added in a pool, in order to eliminate individual differences. The
sperm was divided in 4 aliquots: PO, P1, P2 and P3; each with 0%, 1%, 2.5% and 5% of
Sacha Inchi oil respectively. TRIS-citrate-glucose (250.25 mM, 79.71mM y 9.99 mM),
egg yolk 20%, glycerol 6% were used as semen extender. Methanol 0.05% was used as
oil solvent. Glycerol was added at refrigeration temperature. Subjective and objective
individual motility, viability, HOST and acrosome integrity were evaluated after thawing.
The combination effect of 5% PUFA and 22 hours of equilibrium time had a tendency for

increasing beneficial effects in some seminal after-thaw parameters.

Key words: Ram sperm, polyunsaturated fatty acids, cryopreservation, ovine

reproduction.



RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo determinar los efectos de la adicion de acidos grasos
poliinsaturados, mediante aceite de Sacha Inchi, en el dilutor seminal, sobre la
sobrevivencia espermatica post-descongelamiento y el efecto del tiempo de equilibrio
pre-congelamiento sobre la sobrevivencia espermatica. Se usaron 4 carneros Asblack en
edad reproductiva como donadores de semen, bajo un régimen de 2 colectas semanales
durante 5 semanas. El semen fue mezclado en un pool para eliminar la variacion
individual, separandose posteriormente en 4 alicuotas: PO, P1, P2 y P3; con 0%, 1%, 2.5%
y 5% de aceite de Sacha Inchi respectivamente. Como dilutor base se utilizd TRIS-citrato-
glucosa (250.25 mM, 79.71mM y 9.99 mM), yema de huevo al 20% y glicerol al 6%. Se
us6 metanol al 0.05% para solubilizar el aceite. La adicidn del glicerol se hizo al alcanzar
la temperatura de refrigeracion. Se evalué motilidad individual subjetiva, viabilidad,
HOST e integridad acrosomal. La combinacion de una proporcién del 5% de PUFA con
un tiempo de equilibrio de 22 horas tienden a mejorar algunas caracteristicas seminales

post descongelacion.

Palabras clave: Semen ovino, acidos grasos poliinsaturados, criopreservacion,

reproduccion de ovinos



INTRODUCCION

La crianza de ovinos en el Perl es una actividad tradicional desempefiada
mayoritariamente por las poblaciones campesinas de las zonas altoandinas (Alencastre y
Gomez, 2005); para quienes, en muchos casos, constituye su principal actividad
econdémica (Montesinos et al., 2015). Aun asi, una cantidad considerable de ganaderos se
han visto en la necesidad de abandonar la crianza, desanimados por diversas causas como
la falta de politicas publicas que apoyen la produccion, y, méas aun debido a las constantes
fluctuaciones en el precio de la lana que afio a afio ha disminuido. Sin dejar de mencionar,
la inequidad en los precios que se les paga por los animales en pie, lo que ha ocasionado
una constante disminucion en la poblacion de ovinos, observada en las series historicas
de los censos agropecuarios de nuestro pais (Ministerio Nacional de Agriculturay Riego,

2013).

Las estadisticas muestran que el 81.6% de los ovinos en el Per( pertenecen a pequefios
ganaderos con un tamarfio de rebafio promedio de 20 animales (Ministerio Nacional de
Agricultura y Riego, 2013). Para dichos ganaderos seria muy complicado poder acceder
a un carnero de caracteristicas genéticas y fenotipicas sobresalientes debido a su alto
costo. Sin embargo, estos animales son muy necesarios para poder realizar la mejora

genética y mejorar la productividad.

Ante esta problemaética, una alternativa viable es el uso de la inseminacion artificial en
las borregas con semen refrigerado o congelado; aunque, se debe considerar que el semen

refrigerado tiene un tiempo de conservacion que no supera las 96 horas (Mata-



Campuzano. et al., 2014) por lo que seria necesario que el ganadero cuente con un
carnero. Mientras que, el semen congelado puede preservar los espermatozoides con
genes deseables por un tiempo aun indeterminado, lo que facilita su distribucion y uso en
hembras ubicadas en cualquier latitud (Mortazavi et al, 2020). Asimismo, se optimiza el
uso de los carneros al permitir servir a un gran nimero de borregas y contribuye a un

mejor control de enfermedades venéreas (Parkinson y Morrell, 2019).

En la actualidad continlGa la investigacion sobre la congelacion de semen de carnero,
debido a la falta de exito reproductivo causado por las dificultades en el mantenimiento
de la integridad espermatica (Alvarez et al., 2019). Esto se debe a que, a diferencia de
otras especies, el semen ovino tiene una sensibilidad particular a los cambios de
temperatura, dificultando su manipulacion (Salomon y Maxwell, 2000). Esta
particularidad proviene de la diferente composicion lipidica del espermalema (Poulos et
al., 1975; Van Tran et al., 2017). El espermatozoide ovino cuenta con una baja relacién
colesterol: fosfolipido y menores niveles de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) (Mocé
et al., 2010). Dicha composicion de lipidos incrementa la sensibilidad al frio (“Shock
frio”), la misma que es el resultado de una transicién en los lipidos de la membrana, al
pasar de un estado “fluido” a gel (Drobnis et al., 1993). En este proceso se da una
reorganizacion de los fosfolipidos en la membrana plasmatica, alterando el control sobre
el paso de solutos y propiciando la pérdida de su capacidad selectiva (Amann y Pickett,
1987; Drobnis et al., 1993), generando una disminucion de motilidad espermatica, dafios

en el acrosoma y disminucion de la viabilidad de estos gametos (White, 1993).



La mayoria de dilutores de semen ovino incluyen en su composicion la yema de huevo,
que entre otros componentes aporta colesterol, el cual estabiliza la membrana plasmatica
y mantiene a los fosfolipidos organizados mientras la temperatura disminuye (Amann y
Pickett, 1987). Otra alternativa es la adicion de PUFA que al ser afiadidos en la dieta de
los animales o en los dilutores para semen ovino podrian permitir una mejora en las
caracteristicas post descongelamiento (Wathes et al., 2007; Towhidi et al., 2013; Van
Tran et al., 2017; Ezazi et al., 2019; Carro et al., 2020), debido a que tendrian un rol
similar al colesterol y podrian generar una adecuada estabilidad de la membrana durante
la congelacion (Lee et al., 2019). Ademas, es importante tener en consideracion el tiempo
de equilibrio pre congelacion, el cual ha demostrado que puede tener efectos sobre las
caracteristicas de los espermatozoides durante la congelacion de semen de carnero; pues,
se ha observado que un incremento en su tiempo hasta las 22 horas permite obtener
mejores tasas de motilidad espermatica e integridad y funcionalidad del acrosoma, pero

aun requiere optimizar sus resultados (Paul et al., 2020).

Por tal motivo, se desarroll6 el presente trabajo de investigacion con el objetivo de
analizar el efecto de la adicion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en el dilutor y el
incremento del tiempo de equilibrio pre-congelamiento sobre la sobrevivencia

espermatica post-descongelacion en semen de carneros.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El presente estudio se realizo en la Estacion Experimental UPCH Lurin, ubicada en el
distrito de Lurin, Lima, Perq, a una altitud de 4 msnm (12°17°21”LS, 76°51°46” LO). El
estudio se realizo durante los meses de marzo y abril del afio 2022, periodo de tiempo en
el cual la temperatura méaxima fue 29.3°C y la temperatura minima fue 15.4°C

(SENAMHI, 2022).

Tipo de estudio

El presente trabajo de investigacion corresponde a un tipo de estudio experimental

Animales

Para la colecta de semen se utilizaron 4 carneros Asblack adultos entre 2 y 5 afios de edad,
el nimero de animales se encontré condicionado a la disponibilidad de los mismos en la
Estacion Experimental de Lurin. Numero similar de animales también fue observado en
reportes publicados de experimentos similares (Paulenz et al 2002; Roostaei-Ali Mehr y

Noori, 2013; Paul et al., 2020).

El manejo de los animales correspondié a un sistema intensivo, contando con agua y
alimento ad libitum. La dieta estuvo principalmente compuesta de ensilado de chala y
alimento balanceado. Durante el experimento los carneros se encontraron saludables y su
condicion corporal se mantuvo en una calificacion de 3 en una escala de 5 puntos. El
entrenamiento de los carneros para la colecta de semen inicio 30 dias antes del inicio del
experimento, siguiendo las recomendaciones reportadas por Ambrosi et al. (2018). Desde

el entrenamiento de los carneros y durante el experimento, se realizaron 2 colectas cada
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semana; el intervalo entre colectas se encontrd dentro de los rangos estudiados para la

especie y que no generan alteracion en la calidad del eyaculado (Miloud y Karima, 2015).

En el experimento fueron realizadas un total de 10 colectas de cada carnero. En cada dia
de colecta, los eyaculados de los cuatro carneros fueron mezclados con la finalidad de
obtener un pool y eliminar el efecto individuo o carnero, cada pool fue sometido a todos
los tratamientos resultantes de la interaccion del factor proporcion de PUFA adicionado

al dilutor y el factor tiempo de equilibrio (Cuadro 1, grafica 1).

Cuadro 1: Tratamientos empleados en el experimento resultantes de la combinacion
de la adicién de las diferentes proporciones de PUFA al dilutor y los tiempos de

equilibrio evaluados.

Adicion de PUFA PO P1 P2 P3

Tiempo de equilibrio | E2 E22 E2 E22 E2 E22 E2 E22

Tratamiento TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10

P. indica la adicion de PUFA en el dilutor (PO: 0.0% de PUFA; P1: 1.0% de PUFA,; P2:
2.5% de PUFA y P3: 5.0% de PUFA) y E. indica el tiempo de equilibrio al que fueron

sometidas las pajillas de semen (E2: 2 horas de equilibrio; E22: 22 horas de equilibrio)

Coleta de semen

12



La colecta de semen se realiz6 empleando una vagina artificial Walmur ® (Walmur,
Uruguay). Se emplearon fundas de latex y copas de colecta de semen de manera
individual para cada carnero. Después de su uso, las fundas y las copas fueron lavadas
con agua corriente y se enjuagaron con agua destilada. Posteriormente fueron dejados a

secar a temperatura ambiente y se guardd en bolsas herméticas.

Previo a cada colecta se realizo la higiene del prepucio del carnero a través de la aspersion
de solucidn fisiologica (Cloruro de sodio al 0.9%) y secado con papel toalla. Conforme
los carneros fueron preparados para la colecta fueron atados con un cabestrillo a una barra
de sujecion, una vez preparados los cuatro animales, se procedio con la colecta, que se
realizd empleado la vagina artificial temperada a 38.5-39.5°C. Una vez colectado el
semen, se retird la copa de la vagina y se coloco inmediatamente en bafio maria temperado
a 37°C aislado térmicamente hasta terminar la colecta de los cuatro animales, luego todas

las muestras fueron transportadas al laboratorio para su procesamiento.

Dilucion del eyaculado

Durante el experimento ninguno de los eyaculados tuvo una calificacion menor a 4 en la
evaluacion de motilidad masal (motivo de descarte del eyaculado (Nasiri et al., 2012;
Kaka et al., 2015; Bucak et al., 2020)); por lo que, todas las muestras fueron procesadas.
Una vez valorada la motilidad masal se procedio a realizar el pool (Figura 1).
Posteriormente se determind la concentracion espermatica mediante hemocitometro
(Perumal et al., 2017) para pre-diluirlo a 1600x10"6 espermatozoides por mililitro. Para

la pre-dilucion se utilizd una mezcla de 80% TRIS-citrato-glucosa (Tris-hidroximetil
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aminometano 250.25 mM, &cido citrico monohidratado 79.71 mM, glucosa 9.99 mM) y
20% de yema de huevo (da Silva Maia et al., 2009). Posterior a la pre-dilucién, el semen
fue separado en 4 alicuotas (PO, P1, P2 y P3) con la finalidad de realizar la dilucion con
las diferentes proporciones de PUFA. Las alicuotas y los aditivos fueron mantenidos en

un bano maria a 37°C.

PO constituyo el tratamiento control y por ende no se le afiadio PUFA, P1, P2 y P3 fueron
las alicuotas a las que se les afiadio respectivamente, 1.0%, 2.5% y 5.0% (v/v) de aceite
de Sacha Inchi (Inca Inchi ®, Agroindustrias Amazonicas, San Martin, Pert), ademas de
0.05% de metanol con la finalidad de favorecer la adecuada homogenizacion del aceite

en el medio liquido, la proporcién de metanol afiadido fue la misma para las 3 alicuotas.

La dilucién del semen se realizd en 2 pasos, que implica la adicion del glicerol en el
segundo paso al momento del inicio del equilibramiento, cuando el semen llegé a una
temperatura de 5°C (Paul et al., 2020). Para mantener la temperatura lo mas estable
posible, se colocé el semen en un bafio maria en un vaso de precipitado Pyrex dentro de
una caja termoaislante de polietileno expandido. La fraccion 2 consistio del 20% del
volumen total del extensor, siendo la mezcla de TRIS-citrato-glucosa con yema de huevo

mas el 6% del glicerol.
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Fig 1. Formacion de pool de semen y alicuotas para cada uno de los tratamientos.

Eyaculados de
los carneros 3
\\

Mezcla de los eyaculados y formacion del
pool Pool

Dilucién del semen con dilutor base

Alicuotas para
adicion de PUFA P2
Alicuotas para
Tiempos de equilibrio E2 E22 E2 E22 E2 E22 E2 E22

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Refrigeracién del semen

Las alicuotas fueron colocadas en bafio maria a 37°C y enfriadas hasta 5°C en 2.5 horas
aproximadamente. Momento en el que se afiadié la segunda fraccion del dilutor
compuesta de TRIS-citrato-glucosa con yema de huevo y glicerol al 6% (v/v) (Paul et al.,
2020). Luego de completada la dilucion, cada alicuota fue dividida en dos, una de ellas
fue equilibrada por 2 horas (E2) (Towhidi et al., 2013; Kaka et al., 2015) y la otra por 22
horas (E22) (Paul et al., 2020). Culminado el tiempo de equilibrio establecido, el semen
fue envasado en pajillas de 0.25 mililitros, tanto las pajillas como los materiales
empleados en el envasado del semen se mantuvieron todo el tiempo a 5°C. Se determiné

previamente en un refrigerador convencional la posicion y la potencia del refrigerador

15



para mantener el vaso de precipitado con las pajillas sumergidas en agua para mantener

la temperatura lo méas homogénea posible.

Congelacion del semen

Para la congelacion, se empled una caja de poliestireno expandido a la que se afiadio
nitrégeno liquido hasta una altura de 7cm, mientras se estabilizé el movimiento del
nitrégeno se ordenaron las pajillas equidistantes lateralmente sobre una rejilla de
congelacion a la que también se encontr6 adherida el sensor del termdmetro termocupla
(VA8060, Dual Ways Termocuple Meter, Shanghai Yi Hua V & A Instrument Co., Ltd.),
con el que se controld el descenso de la temperatura. Una vez ordenadas las pajillas sobre
la rejilla fueron expuestas a vapores de nitrogeno liquido, enfridndose de 5°C hasta -
120°C a un ritmo de -25°C/minuto (Ferreira et al., 2019). Una vez que se llegd a una
temperatura de -120°C, las pajillas fueron sumergidas en el nitrégeno liquido;
inmediatamente después fueron almacenadas en goblets y cafias dentro de un tanque

criogénico (Ferreira et al., 2019).

Analisis espermatico

Para el andlisis espermatico, la pajilla de semen fue descongelada a 37°C por 30 segundos
(Jiménez-Rabadén et al., 2016; Galarza et al., 2019), a continuacion, el contenido de la
pajilla fue vaciado en un tubo Eppendorf de 1 mL el cual se mantuvo en bafio maria a
37°C (Hinotek, CU-420). Todas las alicuotas necesarias para las diferentes evaluaciones

fueron tomadas del contenido de una misma pajilla.
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Evaluacion subjetiva de la motilidad individual

La motilidad individual se evalu6 con 25 pL de semen en un microscopio de fondo claro
a 400X, usando una platina térmica a 37°C (Cabrera et al., 2011). Para la estimacién
porcentual, se contaron aproximadamente 100 células y se clasific6 en motiles y no
motiles segun la formula 1. El promedio de 8 evaluaciones fue tomado como la motilidad
final. Para evitar sesgos, el analisis de motilidad fue realizado por 3 evaluadores diferentes

sin saber el tratamiento que correspondia la muestra.

Féormula 1: Determinacion de motilidad individual:

Motilidad individual (%) — Espermatozoides métiles (n) 100
otilidad individual (%) = Total de espermatozoides observados (n) *

Analisis espermatico asistido por computadora (CASA)

Solo en el semen congelado — descongelado se evalu6 la motilidad y velocidad
espermatica objetivamente mediante el sistema CASA (Computer-Assisted Sperm
Analysis) en las instalaciones del Laboratorio de Reproduccion del Instituto Veterinario
de Investigaciones Tropicales y de Altura (IVITA) — Marangani, ubicado en el distrito de
Marangani, Provincia de Canas, Departamento del Cusco. Para ello se descongelaron las
pajillas de la manera previamente descrita, se utilizaron 25 pL del semen descongelado
diluidos en 75 pL de dilutor. Se tomaron 10 pL de la mezcla y se colocd en un
portaobjetos temperado en una platina térmica. Se tomaron 3 campos por muestra para
analizarse por el sistema CASA. Se analizaron los datos de motilidad, motilidad
progresiva, velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL) y velocidad promedio

(VAP).

Vitalidad espermatica
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Para la determinacion de la viabilidad espermatica se utilizo la tincién Eosina Y 1% -
Nigrosina 10% (Agarwal et al., 2017). Se tomd una muestra de 10 pL del semen
descongelado y se coloco sobre una lamina portaobjetos previamente temperada a 37°C.
A la muestra de semen se le afiadieron 20 ul de eosina Y y 20 uL de nigrosina, se
homogeniz6 el semen con los colorantes y de alli se tomé 10 pL que se colocaron sobre
una ldmina portaobjetos previamente temperada a 37°C para realizar un frotis. Luego de
realizado el frotis, se esperé a que secara la lamina para ser observada a 1000X en un
microscopio Optico. Se contaron 200 células en total, determinandose como
espermatozoides vivos a los que no se colorearon y muertos a los espermatozoides tefiidos
de color rosado-rojizo. La determinacion del porcentaje de vitalidad se realiz6 de acuerdo

a la formula 2.

Formula 2: Determinacion de vitalidad espermatica

Espermatozoides vivos (n)

x 100

Vitalidad espermatica (%) =

Total de espermatozoides observados (n)

Integridad funcional de membrana y reaccién acrosomal

La integridad funcional de lamembrana y el acrosoma fueron evaluados simultdneamente
mediante la combinacién de la prueba HOST (Hypo-osmotic Swelling Test) y la tincion
Azul de Coomassie. La solucion hipoosmotica se prepard segun lo establecido por
Jeyendran et al. (1992). La combinacion de ambas técnicas se realizd utilizando el
procedimiento descrito por Carretero et al. (2019). Para el protocolo se incubaron 25 pL
de muestra en 100 pL de la solucién hipoosmética a 37°C por 20 minutos. Posterior a
ello, se agreg6 125 pL de paraformaldehido 4% y se incub6 por 4 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se centrifug6 la muestra a 3000 rpm por 10 minutos, pasado el

tiempo se quitd el sobrenadante y se realizé un lavado con 125 pL de PBS. Una vez
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culminado el procedimiento, se coloc6 10 pL en una ldmina portaobjetos que fueron
esparcidos con movimientos circulares, luego se dejé secar a temperatura ambiente.
Cuando la 1dmina estuvo seca, se aplico una gota del colorante Azul de Coomassie y se
dejo actuar por 5 minutos. A continuacion, se realiz6 un lavado con agua destilada para
quitar el exceso de colorante, se dejé secar a temperatura ambiente y finalmente se
observo en el microscopio con aceite de inmersion (1000X). Se contaron 200 células 'y se

identificaron 4 patrones de clasificacion:

Espermatozoides con membrana funcional (HOS+) y presencia de acrosoma(CB+)

Espermatozoides con membrana funcional (HOS+) y ausencia de acrosoma (CB-)

Espermatozoides con membrana no funcional (HOS-) y presencia de acrosoma (CB+)

Espermatozoides con membrana no funcional (HOS-) y ausencia de acrosoma (CB-)

Considerandose HOS+ a aquel espermatozoide que presento la cola enrollada y un CB+
a aquel espermatozoide que muestra una tincion intensa en el polo proximal de la cabeza

del espermatozoide, lo cual indica la presencia de acrosoma.

Procesamiento y andlisis de datos

Para el analisis de datos, primeramente, se evalué la normalidad de los mismos empleando
el test de Shapiro — Wilk; aquellas variables cuyos resultados no siguieron una
distribucion normal fueron ajustados; para elegir el mejor método de ajuste se empleo el
comando “ladder” del paquete estadistico Statal7®. De todas las variables del estudio
fue necesario realizar la transformacion cuadratica a los resultados de los test de

hipoosmosis y motilidad progresiva evaluada con CASA; mientras que, una
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trasformacion logaritmica fue necesaria para evaluar los datos de las diferentes

velocidades de los espermatozoides evaluadas con CASA.

Una vez ajustada la normalidad, se realizd el anélisis de varianza (ANOVA) empleando
un disefio completo al azar con arreglo factorial 4 x 2 (4 niveles para el factor PUFA x 2

niveles del factor tiempo de equilibrio) empleando el siguiente modelo aditivo lineal.

Yijk = W.. + pi + 1) + (p1)ij * €ijk

Donde:

Yiik = ES la variable respuesta

u.. = Es el efecto de la media poblacional

pi = Es el efecto del i-ésimo nivel del factor adicion de &cidos grasos poliinsaturados

(PUFA) al dilutor

7j = Es el efecto del j-ésimo nivel del factor tiempo de equilibrio

(p1)ij = Es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor PUFA con el j-ésimo

nivel del factor tiempo de equilibrio

eijk = Es el error experimental (Calzada, 1970)

Se usO el experimento factorial, debido a que permite evaluar individualmente cada
factor (factor adicion de PUFA y factor tiempo de equilibrio) y la combinacién de ambos

que da por resultado los denominados tratamientos (Daniel, 1991).
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Se determiné diferencia significativa cuando P < 0.05. La prueba de medias se realizd
empleando el test de Tukey. Mientras que una tendencia se determin6 cuando el valor de

P se encontrd entre 0.05 y 0.30

Los resultados fueron resumidos en tablas y muestran los promedios + error estandar y la
diferencia significativa fue sefialada por letras en superindices. Todos los analisis
estadisticos fueron realizados con el software Stata (Version 17.0 para Windows,

StataCorp, Texas).
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RESULTADOS

Los resultados que se muestran a continuacion en la tabla 1, hacen referencia a la
interaccion de las diferentes concentraciones de acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
adicionados al dilutor de semen con los tiempos de equilibrio pre — congelamiento del
semen de carneros. No se observé diferencia significativa (P > 0.05) entre las diferentes

interacciones para ninguna de las variables analizadas.

Una de las variables en la que se observo una tendencia fue la integridad de membrana,
valorada a través del test de hipoosmosis (HOST, pos sus siglas en inglés hypo osmotic
swelling test), para ésta variable un mayor porcentaje de espermatozoides con membrana
intacta se aprecio al adicionar el 5% de PUFA al dilutor y equilibrar el semen por espacio
de 22 horas; este porcentaje de espermatozoides con membrana intacta tendié a disminuir
cuando el semen fue diluido con el 5% de PUFA y s6lo tuvo un tiempo de equilibrio de
2 horas, valores menores fueron observados cuando el semen fue diluido con el 2.5% de
PUFA vy equilibrado por 2 0 22 horas y los menores porcentajes de espermatozoides con
membrana intacta se apreciaron en las combinaciones de la adicion del 1% de PUFA o

no afadir PUFA al dilutor con cualquiera de los tiempos de equilibrio.
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Tabla 3. Efecto de la interaccidn de la concentracion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) empleados en el dilutor en base a Trisy el

tiempo de equilibrio sobre las caracteristicas (promedio + error estandar) del semen diluido y congelado de carneros Asblack.

Caracteristica n Interaccion de los niveles de PUFA empleados en el dilutor y los tiempos de equilibrio
Proporcion de PUFA
adicionado en el dilutor 0% (P0) 1.0% (P1) 2.5% (P2) 5.0% (P3)

p-value
Tiempos de equilibrio 2h (E2) 22h (E22) 2h (E2) 22h (E22) 2h (E2) 22h (E22) 2h (E2) 22h (E22)

Motilidad individual
a la refrigeracion 10
(5°C), %

40.3+1.4 49.0+1.1 44.7+15 52.0+1.1 46.7+1.4 52.5+1.6 51.0+1.6 57.2+1.3 0.5657

Motilidad individual
a la descongelacién, | 10
%

16.8+1.6 220+21 | 21.7+x17 | 202+22 | 257+18 | 235+21 | 269+22 | 23321 0.7205

Motilidad CASA, % | 10 15.4+1.4 20.8£2.5 18.4+1.5 20.8+2.4 21.4+2.3 21.1+£2.9 18.5+2.4 22.7£3.5 0.6055

Motilidad progresiva 10 11.7+1.4 173+24 | 150+13 | 181+23 | 185+22 | 192+27 | 158+24 | 196+3.6 0.6532
CASA, %
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VCL ¢, pmis 10 | 37:0£32 49.9+4.9 415+2.9 49.2+4.7 43.8+3.0 54.7+5.0 46.4+5.4 52.3+8.6 0.6891

VSL 1, umis 10 | 21.8£18 25.0+2.3 21.1+1.2 23.4+1.7 26.0+2.1 30.3+3.2 24.5+3.0 26.0+3.0 0.9607

VAP +, s 10 | 24.9£20 30.2+2.4 25.2+1.3 28.8+2.0 30.1+2.0 35.3+3.3 28.843.2 31.243.7 0.8852

Vitalidad. 9% 10 | 45:9£33 56.7+2.4 54.5+2.7 66.0+2.3 56.1+2.0 70.7+2.5 61.6+2.2 77.0+2.6 0.7572
Test hipo osmotico 41.042.4° | 37.5+2.0° | 38.0+4.3° | 445+25° | 50.242.7° | 51.9+2.0° | 52.9+1.7° | 57.8+1.82 0.2226

10
(HOSTH), %
Integridad de 10 | 200435 28.7+3.6 26.3+3.4 32.5+3.3 33.4+3.0 36.5+2.7 42.6+3.3 455+1.8 0.7514

acrosoma, %

24



Adicionalmente el disefio estadistico empleado permitio realizar el andlisis de efectos
principales (adicidn de acidos grasos poliinsaturados [PUFA] y tiempos de equilibrio),
encontrandose que la inclusién de una mayor concentracion de PUFA (5.0%) en el dilutor
tendria efectos beneficiosos sobre variables como la motilidad individual, vitalidad,
integridad de membrana e integridad de acrosoma de espermatozoides de carneros y que
ampliar del tiempo de equilibrio de 2 a 22 horas podria tener efectos benéficos sobre la
motilidad individual, velocidad, vialidad e integridad de acrosoma de los

espermatozoides.

En este disefio estadistico se observO una tendencia a la mejoria al incrementar el
porcentaje PUFA y al utilizar 22 horas de tiempo de equilibrio. Con PUFA se observé
tendencias a mejora en motilidad individual, vitalidad, integridad de membrana e
integridad acrosomal. Con el tiempo de equilibrio 22 horas se observaron tendencias de

beneficios a motilidad individual, velocidad, vitalidad e integridad acrosomal.
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DISCUSION

El proceso de congelacion genera un dafio considerable al espermatozoide, debido
principalmente al cambio en la composicion de lipidos en la membrana de los
espermatozoides. Ante ello el uso de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) constituye
una alternativa interesante por contribuir en la fluidez de la membrana y el mantenimiento
de la integridad lipidica de esta (Van Tran et al., 2017). El mecanismo de los PUFA para
preservar la viabilidad y motilidad espermatica es atribuido a su capacidad de sustituir
acidos grasos en la membrana espermatica y mitocondrial de los espermatozoides (Kaka
et al., 2015). Pero, se debe considerar que estos acidos grasos son susceptibles a la
peroxidacion lipidica (Lenzi et al, 2000; Guthrie y Welch, 2012), principalmente
generada por un incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS), que inician una serie
de eventos bioquimicos conducentes a la peroxidacion, comprometiendo la integridad
funcional del espermatozoide (Kandelousi et al., 2013). Por ende, controlar la generacion
de radicales y la subsecuente peroxidacion lipidica de la membrana celular son de
importancia (Sicherle et al., 2011; Guthrie y Welch, 2012) en el mantenimiento de la

calidad de los espermatozoides.

Diversos estudios han sido conducidos para evaluar el efecto de los PUFA sobre la
reproduccion. El uso de los PUFA en la dieta puede permitir una mejora no solo en la
calidad seminal (Ezazi et al., 2019), sino también en la esteroidogénesis (Wathes et al.,
2007). Empero, la adicion en el dilutor junto con antioxidantes tendria efectos mucho més
benéficos, pues podria generar un adecuado recubrimiento del espermatozoide sin
incrementar la produccion de ROS, hecho que se veria reflejado en la calidad espermatica

(Nasiri et al., 2012, Towhidi et al., 2013; Kaka et al., 2015). De manera similar, en este
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estudio se presencié una tendencia en la mejoria de integridad de membrana al test de
Hipoosmosis, siendo aparentemente méas beneficio la adicion de PUFA a 5% y con

mayores tiempos de equilibrio.

Una tendencia a mejoria en las caracteristicas seminales, no solo podria ser atribuida al
mayor contenido de 4cidos grasos poliinsaturados tipo ®-6 y ®-3 (&cido linoléico
principalmente), que componen mas del 80% del aceite de Sacha Inchi (Castafio et al.,
2012) empleado en el presente estudio, sino también al contenido de antioxidantes
presentes en el aceite de Sacha Inchi, la capacidad antioxidante presente en dicho aceite
es dada por su alto contenido de tocoferoles (Maurer et al., 2012; Castro et al., 2020),

permitiendo proteger a los espermatozoides de las ROS.

Ademas, es de importancia considerar que la adicion de los acidos grasos n-3 al dilutor
generan un incremento en el contenido de DHA en la composicion lipidica de la
membrana del espermatozoide, lo que podria estar relacionado con una mejora de la
motilidad individual (Towhidi et al., 2013), tal como se observo en el presente estudio,
en el que la motilidad espermatica mejoré a medida que se incrementd la concentracion
de PUFA adicionado en el dilutor. De esta forma, una mayor proporcion de PUFA en el
dilutor permitiria la incorporacion de una mayor cantidad de PUFA en la membrana del
espermatozoide lo que generaria una mejor fluidez en la membrana (Safarinejad et al.
2010; Towhidi et al., 2013; Kaka et al., 2015) mejorando la motilidad significativamente.
Ademas, los PUFA incrementan la tolerancia a la congelabilidad, al evitar la rigidez de
la membrana durante el congelamiento (Lenzi et al., 2000; Towhidi et al., 2013). Por otro
lado, los PUFA podrian tener efecto sobre la capacidad permeante de la membrana y la

27



temperatura a la cual se produce el cambio de fase (Safarinejad et al., 2010), haciendo

menos nocivo el congelamiento para los espermatozoides.

La susceptibilidad a la peroxidacion lipidica al afiadir PUFA como aditivo en el dilutor
seminal, es consecuencia de un mayor contenido de &cidos grasos insaturados, lo cual
genera un dafio a los espermatozoides expuestos (Kaka et al., 2015). Este podria haber
sido atenuado en el presente estudio debido a la presencia de fitocompuestos con
capacidad antioxidante en el aceite de Sacha Inchi (Castafio et al., 2012), los cuales
disminuirian el efecto dafiino de las ROS al capturar los radicales libres y como tal
colaborar con el mantenimiento del estado redox celular al impedir la reduccion de

oxigeno molecular a nivel celular (Flora, 2009).

Un incremento en el tiempo de equilibrio podria haber facilitado el recubrimiento de la
membrana del espermatozoide con las lipoproteinas de la yema de huevo que generan una
mayor estabilidad de la membrana (Paul et al., 2020; Salamon y Maxwell, 1995).
Adicionalmente en el presente estudio, el incremento en el tiempo de equilibrio habria
permitido que los PUFA tengan una mejor interaccion con la membrana de los
espermatozoides mejorando la fluidez de la misma e incrementado su tolerancia a la

congelabilidad (Safarinejad et al. 2010; Towhidi et al., 2013; Kaka et al., 2015)

El tiempo de equilibrio es uno de los aspectos de mayor importancia en la
crioconservacién de semen, debido a que durante este periodo de tiempo se produce la

accion de los crioprotectores, los cuales perfunden al interior de la célula y generan un
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balance entre las concentraciones intracelulares y extracelulares (Salamon y Maxwell,
1995). Ademas, tienen un rol importante en la crioconservacion, no sélo porque permiten
disminuir el punto de congelacion del agua tanto a nivel intracelular como extracelular,
sino también porque forman una lamina de proteccion alrededor de la membrana del

espermatozoide (Ruiz - Pesini et al., 2001).

Asi pues, el tiempo de equilibrio del semen permite a los espermatozoides adaptarse a las
bajas temperaturas; a través de mecanismos que facilitan el paso del crioprotector a través
de la membrana. Este paso genera la salida de agua del citoplasma, disminuyendo los
dafios que se generarian a la membrana del espermatozoide por la formacion de cristales
de hielo durante la congelacion. Asimismo, el tiempo de equilibrio es muy necesario para
que el espermatozoide se adapte a las bajas temperaturas (Muifio et al., 2007), hecho que
seria crucial en el ovino, pues se ha observado que la exposicion de los espermatozoides
a temperaturas subfisiologicas antes de la congelacion puede inducir alteraciones en la
organizacion de la bicapa lipidica de la membrana del espermatozoide, particularmente

en especies con una alta concentracion de PUFA (Holt, 2000; Camara et al., 2011).

Otro parametro evaluado fue la motilidad individual de los espermatozoides, que es una
de las caracteristicas mas valoradas, debido a que se encuentra asociada con el potencial
de fertilizacion de los espermatozoides, asi como también es considerada como un
indicativo de vitalidad espermatica e integridad estructural (Nagy et al., 2015). En este
estudio no se determinG una mejoria de motilidad tanto en semen refrigerado como en
semen descongelado al adicionar los acidos grasos poliinsaturados o al incrementar el
tiempo de equilibrio.
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La tendencia observada al evaluar la interaccion entre las concentraciones de PUFA
empleadas en el dilutor y los tiempos de equilibrio, indicarian que cuando se usa un 5%
de PUFA en el dilutor talvez s6lo seria necesario realizar el tiempo de equilibrio por 2
horas y que cuando no se afiade PUFA al dilutor se deberia ampliar el tiempo de equilibrio
hasta las 22 horas, aspectos que merecen ser estudiados mas minuciosamente y que
particularmente incluyan la valoracion de la peroxidacion lipidica, que tal vez podria estar
teniendo algun efecto debido a que una mayor concentracion de PUFA en el dilutor podria
generar una mayor presencia de radicales libres en el mismo cuando se amplia el tiempo

de equilibrio, aspecto no determinado en el presente estudio.

Es importante también indicar que el trabajo de investigacion presenta limitaciones en el
tamafo poblacional de donadores de semen. Asimismo, no se logro realizar el analisis
computarizado del semen fresco ni refrigerado, limitando la objetividad de estos

parametros.

Siguiendo esta linea de investigacion, seria pertinente evaluar los efectos de la adicion
del aceite de Sacha Inchi en el dilutor del semen y evaluar la tasa de peroxidacion lipidica;
asi como, la combinacidon con diferentes antioxidantes y su efecto sobre la atenuacion de
la misma y finalmente concluir con pruebas en campo, evaluando no sélo el efecto de la
adicion de aceite de Sacha Inchi en el dilutor sobre la proteccion en la congelacion de
semen sino tambiéen en los tiempos de refrigeracion y su relacion con las tasas de prefiez

y natalidad.
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CONCLUSIONES

La combinacion de la adicion de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) al dilutor de
semen con los tiempos de equilibrio pre - congelamiento de semen de carneros, no
tuvieron efectos significativos sobre las variables estudiadas, pero si se observo una

tendencia a mejorar la integridad de membrana de los espermatozoides.

La evaluacion de los efectos principales sugieren que la adicion del aceite de Sacha Inchi
en una proporcion del 2.5 y 5% al dilutor de semen mejoraria motilidad, vitalidad,
integridad acrosomal e integridad de membrana en a los espermatozoides de semen ovino
y que un tiempo de equilibrio de 22 horas generaria una mejoria de las caracteristicas de
motilidad, velocidad, integridad de membrana e integridad acrosomal del semen post-

descongelamiento en comparacion con 2 horas de tiempo de equilibrio.
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